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Bescheinigung 




Die Anmelderin Deutsches Krebsf orschungszentrum Stiftung 
des offentlichen Rechts in Heidelberg, Neckar/Deutschland 
hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Verfahren zur Kombination von paralleler Oli- 
gonukleotidsynthese und Darstellung von Oli- 
gomer -Chips 11 

am 25. Juni 199 6 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Die angehefteten Stiicke sind eine richtige und genaue 
Wiedergabe der urspriinglichen Unterlagen dieser Patent- 
anmeldung . 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym- 
V. bole C 07 H und G 01 N der Internationalen Patentklassif ika- 

^. tion erhalten. 
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Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 

"Verfahren zur Kombination von paralleler Oligonukleotidsynthese und Dar- 
stellung von Otigomer-Chips" 
Unser Zeichen: K 2339 - hu/sch/km 



Beschreibung 

Die Erfindung bstrifft ein Verfahren zur Kombination von paraiieier Oiigonukieo- 
tidsynthese und Darstellung von Oligorner-Chips. 

Angeregt durch die Kombination von Festphasentechnologie und der Phosphor- 
amiditchemie, gab es grofce Fortschritte in der Automation der DNA-Synthese. 
Heute findet die Herstellung synthetischer Oligonukleotide, die fur biologische, 
biomedizinische und physikalische Anwendungen gebraucht werden, in automa- 
tisierten DNA-Synthesegeraten statt. Diese Gerate produzieren Oligonukleotide 
im Nano- bis Mikromol-Bereich. Jedoch gab es in den letzten Jahren zwei gegen- 
laufige Tendenzen bezuglich der Oligomersynthese. Fur klinische Anwendungen, 
wie z.B. fur die Antisense-Strategie, sind Gramm- Oder sogar Kilogramm-Mengen 
an Oligonukleotiden erforderlich, was eine Erhohung des Mafcstabs bei der Oligo- 
mersynthese notwendig macht. Dagegen sind fur Anwendungen in der Moleku- 
larbiologie, z.B. bei der Polymerasekettenreaktion oder beim Sequenzieren von 
DNA, nur Oligomermengen im Picomolbereich erforderlich. Allerdings werden fur 
diese Anwendungen eine Anzahl unterschiedlicher Oligonukleotide benotigt. Dies 
hat das Problem aufgeworfen, gleichzeitig verschiedene Oligomere in kleinen 
Mengen produzieren zu mussen. Andererseits spielt in der Molekularbiologie die 
sogenannte "Oligomer-Chip Technologie" eine zunehmende Rolle in der diagno- 
stischen DNA-Analyse. Auch bezuglich vieler Methoden der Genomanalyse, z.B. 
fur das "Sequenzieren durch HybridTsieren", steckt ein groSes Potential in der 
Verwendung von Matrizen, auf die geordnete Oligonukleotid-Raster aufgebracht 
wurden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, ein Verfahren 
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bereitzustellen, mit dem es moglich ist, auf einfache Weise moglichst verschie- 
dene Oligonukleotide bereitzustellen, die einerseits als "Oligomer-Chips" fur 
Hybridisierungsexperimente dienen konnen, andererseits aber auch geordnet 
ablosbar und somit verfugbar fur molekularbiologische Reaktionen wie PCR oder 
5 DNA-Sequenzierung sind. 

Gelost wird diese Aufgabe durch ein Verfahren gemaS Patentanspruch 1 . Bevor- 
zugte Ausfuhrungsformen ergeben sich aus den Unteranspruchen. 

1 0 Die Erfinder sind bei der Entwicklung ihres neuen Verfahrens von der "Oligomer- 
chip-Technologie" (Southern, E.M. et al., Genomics 13, 1008-1017; Caviani- 
Pease, A.C. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 5022-5026) ausgegangen, 
die bisher fur die Sequenzierung von DNA eingesetzt wurde. Bei dieser Technik 
wird eine Matrix mit kurzen daran gebundenen Oligonukleotidsequenzen als Ziel 

1 5 fur Hybridisierungsexperimente eingesetzt. Dabei wird darauf geachtet, daS die 
an die Matrix gebundenen Oligonukleotide fest damit verbunden sind. 

Von den Erfindern wurde nun diese Bindung der Oligonukleotide an die Matrix so 
modifiziert, daS es einerseits moglich ist, den entstehenden Oligomerchip zu 
20 Hybridisierungsanalysen von DNA mittels Oligomerchip-Technologie einzusetzen 
oder die Oligonukleotide geordnet abzulosen, um sie dann fur PCR-Zwecke oder 
bei der enzymatischen Sequenzierung von DNA bzw. als Sonde fur Hybridi- 
sierungen einzusetzen. 

25 Als Matrix, auf der die Oligonukleotide gebunden werden, kann eine Polymerfolie 
oder eine Glasoberflache eingesetzt werden, bevorzugt ist jedoch eine aminierte 
Polypropylenfolie, die weiter oberflachenmodifiziert wird. Eine mogliche Ober- 
flachenmodifizierung ist die Anbringung von Alkylamino-Gruppen, bevorzugt 
Methylamino-Gruppen. Dies geschieht beispielsweise dadurch, daS eine aminier- 

30 te Polypropylenfolie in einem Gemisch von trockenem Dichlormethan, trockenem 
Dioxan, p-Nitrophenylchlorformiat und Triethylamin fur einige Stunden geschut- 
telt wird. Nach Waschen mit Dichlormethan, wird die Folie in einem Gemisch 
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von Pyridin und Acetanhydrid fur einige Stunden geschuttelt, wodurch ver- 
bliebene Aminogruppen auf der Oberflache abgesattigt werden. Nachfolgend 
wird die Folie mit Dichlormethan gewaschen und in Acetonitril oder Dimethylfor- 
mamid aufgenommen. Es wird 1 ,6-Bis(methylamino)-hexan zugesetzt und das 
5 Gemisch fur einige Stunden bis mehrere Tage geschuttelt. Nach Waschen mit 
DMF, Methanol und Aceton, wird die Methylamino-modifizierte Membran ge- 
trocknet. 

Eine vorstehende Matrix, insbesondere eine Methylamino-modifizierte Membran, 

10 kann in eine Synthesekammer,z.B. eine wie in Abb. 1 gezeigt, eingespannt 
werden. Auf die Matrix konnen 3'-Succinatderivate von geschutzten Nukleosi- 
den {dA NPEOC , dC NPEOC , d G NPE0C/NPE , dT und Fluorescein-markiertes dC) aufgebracht 
werden, wobei die 3'-Succinatderivate wie in Kierzek et al. (Biochemistry 25, S. 
7840-7846 (1 986)) beschrieben, hergestellt werden konnen. Fur das Aufbringen 

15 werden gewunschte Nukleosid-3'-Succinate mit einem organischen Losungs- 
mittel, z.B. N-Methylmorpholin und Acetonitril, gemischt, bevor 0-[(Ethoxycarbo- 
nyl)cyanomethylenamino]N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluorborat (TOTU) 
zugesetzt wird. Dieses Reaktionsgemisch wird in die Synthesekammer gespeist 
und ein einfacher voreingegebener Zyklus in der Kammer aktiviert. Dieser Zyklus 

20 sieht beispielsweise so aus, date die Reihen auf der Matrix, vorzugsweise der 
Methylamino-modifizierten Polypropylenfolie, mit dem Reaktionsgemisch be- 
feuchtet werden und fur eine bestimmte Zeit, z.B. 30 Minuten, inkubiert wer- 
den. Dann werden die Reagentien abgespult und die Reihen einige Male mit 
einem organischen Losungsmittel, wie Acetonitril, gewaschen. Zum Blockieren 

25 der restlichen Methylaminogruppen auf der Matrix wird diese mit einem Gemisch 
von Pyridin und Acetanhydrid fur mehrere Stunden behandelt. Alternativ kann 
die aus der Synthesekammer entfernte Matrix in einem Gemisch von Acetanhy- 
drid, Pyridin und N-Methylimidazol behandelt werden. Nach Waschen mit DMF, 
Methanol und Aceton wird die Matrix getrocknet. 
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Fur die Oligonukleotidsynthese kann es gunstig sein, nachstehendes Schema zu 
verwenden. Zur Durchfuhrung eignet sich z.B. die in Fig. 1 gezeigte Synthese- 
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kammer. Modifikationen des Schemas hinsichtlich Abfolge der Schritte, Aus- 
tausch der Reagentien bzw. Losungsmittel und Inkubationszeiten liegen im 
Konnen des Fachmanns und das Schema soil fur die Erfindung in keinster Weise 
beschrankend ausgelegt werden. 



TABELLE 1 
Schema einer Oligonukleotidsynthese 



Schritt Reaqenz oder Losungsmittel Zeit (s) 

Waschen Acetonitril 30 

Detritylierung 3 % TCA in Dichlormethan 80 

Waschen Acetonitril 210 

Koppeln 75 mM Phosphoramidit + 

0,5 M Tetrazol in Acetonitril 40 

Waschen Acetonitril 30 

Ablosen Acetanhydrid/N-Methylimidazol 

in Acetonitril 50 

Oxidation 1 M t-Butylhydroperoxid in 

Acetonitril 130 

Waschen Acetonitril 120 



Nach vollstandiger Synthese wird die Matrix aus der Synthesekammer entfernt 
und in 1 M 1 ,8-Diazabicyclo-(5.4.0)-undec-7en (DBU) in Acetonitril zur De- 
protektion der Oligonukleotide geschuttelt. Vor dem Einsatz in Hybridisierungs- 
experimenten oder dem Ablosen der Oligomere wird die Matrix gewaschen, z.B. 
mit Acetonitril und Aceton. 



Zum Ablosen der einzelnen Oligonukleotide wird die gewunschte Flache des 
entstandenen Oligomerchips ausgeschnitten und nach einer Inkubation in 30% 
wassrigem Ammoniak fur einige Stunden, z.B. 2 Stunden, werden die abgelo- 
sten Oligonukleotidprodukte lyophilisiert und fur die PCR oder DNA-Sequenzie- 
rungsmethoden genutzt. 

Bei der vorstehend beschriebenen NPE/NPEOC-Strategie werden die S-eliminie- 
rende Basenschutzgruppen 2-Nitrophenylethyl (NPE) und 2-(4-Nitrophenyl)- 
ethoxycarbonyl (NPEOC) verwendet. Diese Funktionen erlauben die Deprotektion 
des Biopolymers durch die starke, aber nicht-nukleophile Base DBU, wahrend die 
Oligonukleotide auf der Matrix gebunden bleiben. 

Die vorliegende Erfindung wird nun weiter mit Bezug auf die folgenden Ab- 
bildungen beschrieben: 

Abb. 1 : Reaktionskammer fur die Oligonukleotidsynthese auf Polypropylen- 
foiie, wobei das Gerat so ausgerichtet ist, da& es eine 90° Rotation 
der Polypropylenfoiie zwischen den Syntheseschritten erlaubt. 

Abb. 2: Anbringung einer Probe und Ablosung durch Ammoniak (NH 4 0H), 
verwendet fur die Standardsynthese freier Oligonukleotide (a) und 
fur die Herstellung von Oligonukleotid-Anordnungen (b); X = 0; X 
= NH 



Abb. 3: Abtrennnung der Festphasen-gebundenen Oligonukleotide von der 
Oberflache. Anwendung der "NPE/NPEOC-Strategie" erlaubt die 
alternative Verwendung der Oligomerchips fur entweder Hybridis- 
ierungsexperimente (Option I) oder als Quelle fur die Isolation 
einzelner Primermolekule (Option II). 

Abb. 4: Aktivierung der Methylamino-modifizierten Polypropylenfoiie und 
Kopplung der geeignet geschutzten Nukleoside. 
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Abb. 5: Exemplarische Hybridisierungen zu Oligomeranordnungen auf Poly- 
propylenmembranen. 

(a), (b): 4 verschiedene Startnukleoside, dC NPE0C (Saulen 3,7), 
dA NPEoc (Sau | en 2,6), dC bz (Saule 1) und dC fl (Saulen 4,8) wurden 
an eine Polypropylenfolie unter Verwendung eines 8-Kanal-Syn- 
thesegerats aufgebracht. Die Folie wurde dann aus der Reaktions- 
kammer entfernt und um 90° gedreht. Nachfolgend wurden 7 
verschiedene Oligonukleotide synthetisiert (A-H), die 49 Platze mit 
28 verschiedenen Sequenzen erzeugen. Ein Kanal wurde in beiden 
Dimensionen als Kontrolle leer gelassen (Spuren 5 und D). Nach 
Oligomerdeprotektion wurden einige Platze (z.B. B2,6,8; C8; E8) 
zur Analyse ausgeschnitten. Die verbleibende Folie wurde mit 
einem (a) 9-mer d(CTATAGTGA) und (b) einem 12-mer d(GA n ) 
hybridisiert. Komplementare Sequenzen sind unterstrichen. In (c) 
und (d) wurde die Folie zwischen den Syntheseschritten um 90° 
gedreht. Es wurden Nonamere hybridisiert, deren Sequenzen Bruch- 
punkte der Synthese abdecken. 

Abb. 6: PCR-Amplifikation eines Plasmid-lnserts. Beide kommerziellen 
Primer wurden fur die Reaktion verwendet, die in Spur 1 aufgetra- 
gen ist. In den Spuren B und C wurde jeder der Primer durch Oligo- 
nukleotide ersetzt, die von einem 0,16 cm 2 Stuck der erfindungs- 
gemaS behandelten Polypropylenfolie isoliert worden sind. Marker 
(Spur D) ist Hindlll-verdaute /l-DNA und mit Fspl geschnittene 
Plasmid pUC18-DNA. 

BEISPIEL 

Ein Polyoxymethylen (POM)-Block wurde so hergestellt, daB er 8 Kanale von 
jeweils 1 mm Tiefe, 70 mm Lange und 4 mm Breite mit 2 Lochern an beiden 
Enden fur den AnschluS an den EinlaS und AuslaB eines ublichen DNA-Synthese- 
gerats enthalt. Der Polypropylenfilm wurde durch eine Silikonabdichtung und 
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einen Plexiglasdeckel, der auf die POM-Basis geschraubt ist, an Ort und Stelle 
gehalten (Fig. 1). Urn eine perfekte Abdichtung zu erhalten, wurde auf das 
gesamte Gerat mittels einer Klammer zusatzlicher Druck angewendet. Durch 
Entfernen der Polypropylenfolie nach einem einzelnen oder mehreren Zyklen, 
Rotation um 90° und fortgesetzte Synthese erlaubt dieses einfache und kleine 
Instrument die Synthese von bis zu 64 verschiedenen Oligomeren. Eine aminierte 
Polypropylenfolie (8x8 cm 2 ) wurde in einem Gemisch von 25 ml trockenem 
Dichlormethan, 25 ml trockenem Dioxan, 0,2 g p-Nitrophenylchlorformiat und 
1 60 jj\ Triethylamin fur 2 h bei Raumtemperatur leicht geschuttelt. Nach Wa- 
schen mit Dichlormethan wurde die Folie in einem 1 :1 -Gemisch von Pyridin und 
Essigsaureanhydrid fur 2 h geschuttelt, wodurch die auf der Oberflache ver- 
bliebenen Aminogruppen abgesattigt wurden. Nachfolgend wurde die Folie mit 
Dichlormethan gewaschen und in 50 ml Acetonitril oder Dimethylformamid 
(DMF) aufgenommen; es wurden 0,2 ml 1 ,6-Bis-(methylamino)-hexan hinzuge- 
fugt und das Gemisch wurde bei 40°C fur 48 h geschuttelt. Nach aufeinand- 
erfolgendem Waschen mit DMF, Methanol und Aceton wurde die Methylamino- 
modifizierte Propylenfolie getrocknet und bei 4°C aufbewahrt. 

3'-Succinatderivate von geschutzten Nukleosiden (dA NPEOC , dC NPE0C , dG NPE0C/NPE , 
dT und Fluorescein-markiertes dC (= dC fl ) wurden durch das von Kierzek et al. 
(Biochemistry 25, Seiten 7840-7846 (1986)) beschriebene Verfahren hergestellt 
und auf einer Methylamino-modifizierten Polypropylenfolie, nach Befestigen der 
Folie in dem Polyoxymethylen-Block, aufgebracht. Dazu wurden 5 mg des 
gewunschten Nukleosid-3'-Succinats mit 25 jj\ N-Methylmorpholin und 10 ml 
Acetonitril vor Zugabe von 4 mg TOTU gemischt. Die Flasche mit dem Gemisch 
wurde sofort mit einem DNA-Synthesegerat verbunden und ein einfacher vor- 
programmierter Zyklus in dem Gerat wurde aktiviert: zuerst wurden die Reihen 
mit dem Reaktionsgemisch benetzt und die Reaktion wurde 30 min inkubiert; 
danh wurden die Reagenzien mit Argon fortgespult und die Reihen wurden einige 
Male mit Acetonitril gewaschen. Um restliche Methylamino-Gruppen auf der 
Polypropylenfolie zu blockieren, wurde Essigsaureanhydrid und N-Methylimidazol 
in Acetonitril aufgebracht. Alternativ wurden die derivatisierten Polypropylen- 
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membranen aus der Kammer entfernt und in einem Gemisch von 10 ml Essig- 
saureanhydrid, 10 ml trockenem Pyridin und 1 ml N-Methylimidazoi fur 2 h in 
einer Polypropylenbox geschuttelt. Nach nachfolgendem Waschen mit DMF, 
Methanol und Aceton wurden die Folien getrocknet und bis zur Verwendung bei 
4°C aufbewahrt. 

Die Oligonukleotidsynthese wurde auf der Polypropylenfolie wie in der vorste- 
henden Tabelle 1 ersichtlich ausgefuhrt. Nach kompletter Synthese wurden die 
Folien aus der Kammer entfernt und in 1 M-DBU in Acetonitril in einer Polypropy- 
lenbox bei 40°C uber Nacht geschuttelt. Die Membran wurde mit Acetonitril und 
Aceton gewaschen, bevor sie entweder fur Hybridisierungsexperimente oder 
zum Ablosen der Oligomere eingesetzt wurde. 

Oligonukleotidsonden wurden mit [y* 2 P] ATP unter Standardbedingungen end- 
markiert. Die Oligomeranordnungen wurden in 600 mM NaCI, 60 mM Natriumci- 
trat, pH 7,5, 7,2% Natrium-N-Lauroylsacrosin fur 1 h prahybridisiert und* dann 
in 10 ml der selben Losung, die ungefahr 1 Mcpm radioaktiv markierte Oligomer- 
sonde (Konzentration = 6 picomol/ml) enthielt, fur 1 8 h bei 4°C inkubiert. Nach 
30minutigem Waschen bei 4°C wurde eine Autoradiographie bei -70°C durch- 
gefuhrt. Die Sonden wurden von den Folien durch Inkubation in Hybridisierungs- 
puffer bei 65°C fur 3 h abgelost. Die Ergebnisse der Hybridisierungen sind in 
Abb. 5, insbesondere den Abb. 5A und 5B, gezeigt. 

Zum Ablosen der einzelnen Oligonukleotide wurden die gewunschten Platze der 
Oligomeranordnung auf der Polypropylenfolie ausgeschnitten. Nach Inkubation 
in 30% waBrigem Ammoniak fur 2 h wurden die abgelosten Oligonukleotid- 
produkte lyophilisiert und fur die PCR und DNA-Sequenzierungsexperimente 
ohne weitere Reinigung eingesetzt. 

Um die Eignung der Oligomere fur die PCR zu testen, wurde eine PCR bei dem 
rekombinanten Plasmid pTZ18R unter Standardbedingungen, wie bereits fruher 
beschrieben (Scholler et al., Nucleic Acids Res. 23, Seiten 3842-3849, (1995)) 
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durchgefuhrt. Primer waren 26- und 29-Mere, die an den Vektor direkt neben 
jeder Seite der Insert-DNA binden. Eine Oligonukleotidmenge, die einer Flache 
von 0,16 cm 2 der Polypropylenoberflache entsprach, wurde in den Reaktionen 
mit 25 jj\ Volumen verwendet. Eine PCR wurde ausgefuhrt: Primer-Annealing 
5 und Extension bei 68°C, Strangdenaturierung bei 95°C. Auf einem Agarosegel 
wurden die Produkte mit den Ergebnissen verglichen, die mit ublichen kom- 
merziellen Primermolekulen erhalten wurden, die in einer Konzentration von 1 jjM 
eingesetzt worden waren. Wie aus Abb. 6 ersichtlich, ergab sich kein signifikan- 
ter Unterschied bezuglich Qualitat und Quantitat der PCR-Produkte. 

0 

Auch die Verwendung in einer enzymatischen Sequenzierungsreaktion zeigte, 
dal2> die erfindungsgemaS erhaltenen und abgelosten Oligomere gegenuber 
kauflichen keine signifikanten Qualitatsunterschiede zeigen. 
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Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 

"Verfahren zur Kombination von paralleler Oligonukleotidsynthese und Dar- 
stellung von Oligomer-Chips" 
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Patentanspruche 



1 . Verfahren zur parallelen Synthese von Oligonukleotiden auf einer Alkyla- 
mino-modifizierten Matrixoberflache, dadurch gekennzeichnet, daS 3- 
Succinat-Derivate von geschiitzten Nukleosiden darauf angebracht wer- 
den und Oligonukleotidsynthese mittels automatisierter DNA-Synthese 
stattfindet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Matrixoberflache mit Methyiamino- 
Gruppen modifiziert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die 3'-Succinat-Derivate von 
dA NPEOC , dC NPEOC , d G NPEOC/NPE , dT und Fluorescein-markiertem dC sind. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die Matrix in einer 
Synthesekammer mit mehreren Kanalen eingespannt ist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Matrix aus Glas 
oder einem Polymer, bevorzugt Polypropylen, ist. 

6. Verwendung des bei dem Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5 
entstehenden Oligomer-Chips in Hybridisierungsexperimente oder als 
Quelle hochqualitativer Biopolymere. .. 



Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 

" Verfahren zur Kombination von paralleler Oligonukleotidsynthese und Darstellung 

von Oligomer-Chips" 

Unser Zeichen: K 2339 - hu/sch/km 

Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur parallelen Synthese von Oligonukleotiden 
auf einer Alkylamino-modifizierten Matrixoberflache, dadurch gekennzeichnet, dafc 
3-Succinat-Derivate von geschutzen Nukleosiden darauf angebracht werden und 
Oligonukleotidsynthese mittels automatisierter DNA-Synthese stattfindet. Die 
Erfindung betrifft ferner die Verwendung des bei dem Verfahren entstehenden 
Oligomer-Chips. 
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Option II: Ablosen von DNA-Primern - fur PCR oder Sequenzierung 
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(a) 



5-CATGCAAGC-3' 



(b) 



5-GAAAAAAAAAAA3' 
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